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RESUMEN 

En el testículo se lleva a cabo la espermatogénesls, durante este proceso ocurre la 

recomblnaclón genética, reducción del número cromosórnlco, y la diferenciación celular hasta 

espermatozoides. Una estructura celular íntimamente ligada a la recombinación y segregación 

durante la primera división meiótica, es el complejo slnaptonémico (e S). Este inicia su 

formación durante el zlgoteno, adquiere su máxima expresión en paqUlteno y tiende a 

desaparecer a partir del dlploteno. 

El e s. es de naturaleza proteica y está formado por los elementos laterales (E.L.), filamentos 

transversos (F.T.), y un elemento central (E C.). Entre los elementos laterales se ha 

observado complejos enzlmátlcoS, denominados nódulos de recombinaclón (N R), que 

partIcIpan en el \fItercamblO genétIco entre los homólogos. 

Una vez que concluye la recombmaclón en paqulteno, los cromosomas homólogos tienden a 

separarse, pero permanecen unidos en puntos conOCidos como quiasma (Q) Estos están 

presentes desde la etapa tardía de la profese hasta la metafase J, y contribuyen a que la 

segregación cromosómica se lleve a cabo de manera correcta Sin embargo, no se conoce 

con exactitud la dinámica de los quiasma, Por tal razón, este trabajo tiene por objeto 

establecer el tipO y frecuencia de quiasmas en diploteno diacinesls -metafase Los resultados 

de este trabajo serán el punto de partida para evaluar el efecto de los ager\tes mutagénicos 

sobre la frecuencia y tipO de Q y la relación de éstos con las alteraciones cromosómlcas 

numéncas 



RELACIÓN ENTRE LA FRECUENCIA Y TIPO DE QUIASMAS EN LA PROFASE 

TARDÍA y METAFASE 1, EN CÉLULAS DE TESTÍCULO DE RATÓN 

l. INTRODUCCiÓN 

Una de las preocupaciones del hombre, es conocer las causas y los mecanismos que 

explicar¡ la presencIa de alteraciones en su descendencia, que de alguna forma les 

Impide adaptarse y sobrevIVir De manera general, estas alteraciones pueden ser 

morfológicas o fisiológicas, yen muchos casos, están asociadas a cambios estructurales 

y / o numéricos en el matenal genético. Estos cambios pueden darse en la 

gametogénesls. 

Para explicar el origen de las aneuploldías, en células germlnaies masculinas es 

necesario conocer lo que ocurre durante la espermatogénesls y el particular el 

comportamiento de los cromosomas durante la primera división meiótlca, desde que se 

aparean los homólogos hasta su separación Fenómenos que están íntimamente 

relacionados con el complejo sinaptonémico (C S.) y la formaCión de quiasma (Q). 



l. 1 TESTíCULO 

En general, los testículos poseen dos funciones, la producción de gametos y la síntesis 

de hormonas, son órganos ovoides situados en el escroto, cubiertos por una cápsula 

fibrosa y gruesa conocida como túnica albugínea (Russell 1990). Fig 1 

c"lo Túbulo •• <1<10' 
d~1 ~:>,d,d,mo 

FIg 1. Representación esqucmatlc3 de ur1 lestículo hum;oJno 

seccionado longitudinalmente (~oss!Romr0l11990) 



Extendidos desde la parte interna de la cápsula, hay una serie de tabiques fibrosos que 

dividen el interior en vanos lóbulos. Dentro de cada lóbulo, se encuentran enrollados los 

tú bulos seminíferos. Desde el punto de vista histológico, el testículo está formado por 

túbulos seminíferos, y por tejido intersticial. Los prrmeros están constituidos por un epitelio 

germinal, el segundo por vasos sanguíneos, linfáticos y células de Leydig (Ross I 

Romrell 1989). Fig 2. 

FIS 2 Corte tran:,versal de un tcstlculo humano (RossfRomrell) 

.¡ 



En los tú bulos semIníferos existen dos compartImentos: el basal integrado por células de 

Sertall y espermatogonlas, y el adluminal donde se encuentran espermatocltos y 

espermatozoldes_ 

compartimento basal: 

En el compartimento basal se encuentran las células de Sertoli, éstas son una población 

no proliferante que forman complejos de unión entre sí y están en contacto con la lámina 

basal. Emiten prolongacIones que \legan a \a IJz de los túbulos y forman la llamada 

barrera hemato testicular que proporciona sostén físico a las células espermáticas 

También. particIpan en el mOVimIento de las célu',as hacia la luz del túbulo, proporCIonan 

nutrientes y además de fagocitar las células aJten"das y las no viables (Russell, 1990). 

Las células de Sertall son estimuladas por la hormona folículo estimulante (FSH) para 

Sintetizar proteínas; entre las que destacan la proteína umdora de andrógenos (PUA) y la 

Inhlbina. La primera se une a la testosterona, facilitando su entrada al núcleo de los 

espermatoc"itos, la segunda regula en h\póflSIS la sínteSIS de la hormona \utemisante (LH) 

(Jones. 1987). 

Las células germinales llamadas espermatogonlas, constItuyen una poblaCión formada 

por células en diversas fases de diferenCiación. Las espermatogonlas tipO A, que después 

varias divlsion.es m¡tót¡cas dan origen a las espermatogonias Intermedias y estás a su 

vez, a las espermatogonlas 8 (RusseIl1990). 



Compartimento adluminal: 

El compartimento adlumlnal está formado por espermatocltos primarios que ya iniciaron 

la división meiótica. A partir de este momento y en la medida que se llevan a cabo las 

divisiones meiótlcas y de dIferencIación celular, se desplazan hada \a luz de los túbulos 

Los espermatocltos primarios recién formados por divisiones malóticas se convierten en 

espermatocltos secundarios, que dan origen a células m§s pequeñas llamadas 

espermátldes. Estas células haploides sufren una diferenciación morfológica llamaaa 

espermiogenesls que las convierte en espermatozoides después de una serie de cambios 

morfológicos, Es importante mencionar que en mamíferos eXisten patrones específicos de 

dlstnbución de los distintos estadios de la espermatogénesls (Ross I Romrell 1989). 



1.2 MEIOSIS 

La melosis es un término que se utiliza para descnbir los cambios morfológicos y 

bioquímicos que ocurren en el núcleo de las células germinales, dando como resultado 

células con un número haploide de cromosomas que se han recombinado. Para su 

estudio la meiosis totalmente se clasifica en pr'mera y segunda división meiótlca (MI y 

Mil) (Zinkler 1998). 

Desde fines del siglo XIX hasta nuestros días se han acumulado eVidencias que 

demuestran Jo anterior, por ejemplo Chapter demostró que el número cromosómlco de 

Saccharomyces cervisfae era la mitad en comparación con las células que le daban 

origen (citado por Moens 1987). A [o anterior se suman observaciones cltológicas en 

células germinales, que eVidencian relaciones entre los cromosomas homólogos que dan 

ongen a estructuras en forma de cruz. A estos puntos de unión entre homólogos se les 

denomina Q (Moens 1987). 

De manera paralela a los trabajos de citogenétlC3, se realizaron estudios que 

confirmaban las leyes propuestas por Gregario Mendel, sin embargo, algunos 

experrmentos mostraban que el comportamiento de los genes no siempre seguían estas 

leyes, ya que al hacer algunas cruzas de genotipos específicos, no siempre daban las 

frecuencras esperadas de fenotipos. La explicación que se dio a este fenómeno fue, que 

algunos genes están ligados y se segregan unidos. Lo anterior explicaba parte de los 

resultados obtenidos, pero no todos, por lo que se propuso una hipóteSIs complementana. 

Esta conSideraría que en algún momento de [a melosis, los cromosomas homólogos 

Intercambian de manera reCiproca genes, es decir, que había recombinación genética 

(crosslng over). Esto da como resultado que la Información genética presente en [os 

cromosomas de ongcn p8.terno y materno de las células dlploldes, es diferente a la 

InformaCión presente en los Cl'Omosomas analogos de las células haplolde. Después de la 



melosis, en los crolTlosomas hay información paterna y materna, porque hubo 

recombinacrón (Zinkler 1998; Tamarrn 1996). 

En 1940 Barbara MacClintock, trabajando con diferentes variedades de maíz, logró situar 

varios genes en cromosomas específicos y al mismo tiempo encontró algunos 

marcadores morfológiCOS en estos cromosomas. Con estos elementos, después de 

realizar expenmentos que Implicaban la cruza de Individuos con características 

genotípicas y fenotípicas bien definidas, demostró que: había recombmaclón genética 

entre homólogos, lo cual podría detectarse desde el punto de vista cltogenétlco y 

fenotípico, ya que los cromosomas mostraban evidencias morfológicas del Intercambio, 

confirmándose esto con la frecuencia de fenotípcs resultante de la recombmación. Esta 

Investigadora concluye que los puntos en donde se había dado mtercamblo entre 

homólogos correspondían al sitio en donde estaban los Q (Zlnkler 1998) 

La recomblnaclón genética y el paso de un número diplolde a un haploide son hechos 

que ocurren durante [a meIOSIS, y que están plenamente demostrados, pero la explicación 

de los acontecimientos que tienen que darse para que éstos ocurran no se conoce con 

exactitud. En algunos casos, hay controverSias sobre el significado y función de los 

eventos que ocurren durante la profase melótica y en otras no se conoce las estructuras y 

organelos que intervienen durante las etapas Por ejemplo, no se conoce bien la relación 

entre el ADN de los cromosomas meiótlcos y las proteínas que contnbuyen a la 

compactación y adheSIVidad de las cromátldas nermanas; tampoco se sabe qué factores 

determinan el ¡mclo del apareamiento de homólogos y la separación de éstos durante la 

metafase I sin que se separen los centromeros (ZinkJer 1998) 

PROFASE 

Como ya se menCionó anteriormente, [os aconteCimientos que ocurren durante la mClosis 

sirven para diVidirla formalmente en distintas etapas: a) melOSIS l· profase 1, rnetafase 1, 

onoOlfase I y telofase 1, b) melOSIS 1I prof3se 11, metafase 11, anafase II y [elorase II Para 

[os fines de este trabara se deSCriben a contlnuaClon 



Las espermatogomas B que han replicado el material genético, éstas pasan por un 

periodo de reposo y en algún momento pasan la barrera hemato testicular para iniciar la 

meiosis. A partir de este momento, paulatinamente se empiezan a compactar los 

cromosomas, tos cuales al teñirse con Giemsa se hacen visibles como hitos muy 

delgados, a esta etapa se le conoce como leptoteno (del griego leptos que significa 

delgado). A partir de este momento se iniCia el reconocimiento entre homólogos. Algunos 

investigadores han mostrada que el AON forma filamentos que se organizan en forma de 

asas, y que hay zonas en donde el material genético es más susceptible a sufrir dobles 

rupturas, a estas regiones se les conoce como puntos calientes (hotspot) (Bernard 1990; 

Moens, 1987). Se ha propuesto que estas do bies rupturas son el punto de partida para el 

reconocimiento, apareamiento y recomblnaclón entre homólogos (Zinkler 1998; Bernard 

1990) En estas zonas se han localizado enzimas y proteínas análogas en mitOSIS y están 

relaCionadas con la reparación de ADN (Rad50, Rec A). En la medida que transcurre el 

tiempo, los cromosomas continúan compactándose, los telómeros tienden a unirse 

alrededor de la membrana nuclear y los homólogos se acercan 

En la transición de leptoteno a zigoteno (zlgo :: apareamiento) los telómeros empiezan 

a desplazarse hacia una zona común de la envoltura nuclear. Al agrupamiento de 

telameros y a las asas que forman los cromosomas se les denomina ramillete (buquet), 

esto marca el iMicio del zigoteno, se piensa que este rearreglo contribuye al apareamiento 

de homólogos (Slnapsls) (Zlnkler 1989; Bernard, 1990). 

En el zlgoteno temprano, a lo largo de cada homólogo, de manera adyacente y 

discontinua empiezan a aparecer segmentos de filamentos protéicos que finalmente 

forman un eje conocido como eje axial (Moens 1987) Sobre estos ejes se encuentran los 

complejos protéicos de forma ovalada denominados nódulos de recomblnaclón 

tempranos (NRt), en donde hay enzimas con capacidad para reparar rupturas de AON 

(Carpenter 1975) Generalmente una vez que se empiezan a formar los ejes axiales, 

estos tienden a aSOCiarse, con lo que se Inicia la slnapsis y la formación del e s En la 

" 



medida que se forma el C.S. se pierde la organización del buquet, los pares de 

homólogos se mantienen unidos a la envoltura nuclear y tienden a distribuIrse en la 

periferia del núcleo. (Zinkler 1989; Bernard 1990). 

Se dice que la célula está en paquiteno ( pakhus = grueso) cuando se ha completado la 

sinapsls total de los cromosomas homólogos, formados por dos cromátides hermanas 

(tétradas), también se observa que el C.S. está ya formado completamente (Bernard 

1990). 

El C.S. esta constituido por dos elementos laterales (E.L), (ejes axiales en zigoteno), 

situados a lo largo y de manera lateral en cada homólogo que ha sinaptado, estos 

elementos laterales corresponden a los ejes axiales que se observa durante zigateno. 

La distancia que separa a los E.L. es de 120 nm y se conoce como espacio de 

apareamiento o central En este se encuentran unos filamentos IJamados, filamentos 

transversos (F T), que aparentemente salen del E.L. (Mases 1990) Fig 3 a y b 

a b 

Flg 3 Estructura. del ComplejO smaplonémlco a) fOlograrla al microscopiO electronlCO (Tamann 1996) 

LJ) esquema tndlmensionQI del e s en donde e R. es cromatma. E L elemento lateral, E e elemento central. 

r.T filamento tr;:msvcrso y R. nódulo de recombmaclón (Hoytm 1996) 

'" 



Se ha propuesto que los F T. se solapen en la parte central del espacIo de apareamiento 

y den origen a el elemento central (E C.) { Mases 1968, Heytlng 1996). En general eXiste 

consenso en considerar que los E.L son estructuras unitarias, sin embargo, hay 

observaciones que demuestra que cada E L. está constituido por dos o tres filamentos 

(Moens 1969) 

Con respecto a la composición química del C.S se sabe que los filamentos se 

constJtuyen por una proteína denominada proteína de complejo slnaptonémico (SCP1), 

formada por 976 aminoácidos. El extremo N-terminal se encuentra localizado en la 

vecindad del E.C, mientras que el e-terminal esta sobre o dentro del E.L, se cree que tal 

vez forma dímeros, cuyo extremo N-terminal se une en el E C. y mientras que el C­

terminal se mantiene anclado en los E L. La SCP1 muestra aflmdad por el ADN en el 

extremo central, además, eXiste mucha similitud bioquímica entre las SCP1 de los 

diversos organismos (Heytin 1992). 

Los E.L. se forman por dos proteínas la proteína del complejO sinaptonémlco 2 (SCP2) y 

la proteína del complejo smaptonémlco 3 (SCP3), la primera se observa desde zlgoteno 

hasta dlploteno, es decir, durante y después de la sinapsis. Se piensa que podría facilitar 

el apareamiento de los homólogos (Heytlng 1996). La segunda se detecta en los ejes 

cromosómlCos, desde zigoteno hasta metafase J. En los cromosomas metafáSlcos se 

localizan en las reglones cercanas al centrómero, razón por la que se ha sugerido que 

podría ser un elemento que favorece la Unión de (as cromátidas durante esta etapa, cabe 

aclarar que no se ha detectado durante la profase melótlca (Dobson y colaboradores 

1994) La SCP3 es susceptible de fosfonlarse, lo que ocurre en mayor grado durante el 

paqUlteno mediO y temprano. Se especula s¡ estos cambios, están relaCionados con los 

cambios morfológiCOS que tiene el C S, aun no se conoce el significado bIológico de este 

fenómeno (Lawrie y colaboradores 1995). 

11 



Además de los componentes del e.s. específicos para la melosls hay proteínas que no lo 

son y que también, se han observado asociadas con el e.s. Por ejemplo, la 

topoisomerasa 11, es una enzima que se localiza en vecindad con el e.s, en pal1lcular 

durante las últimas etapas de la profase melótica, se cree que es Importante en la 

condensación de los cromosomas, la recomblnación genética, segregación y tal vez en el 

paso de metafase a la anafase y de G2 a M. También se localiza en la estructura 

cromosómca, tanto en melOSIS como en mitosis (Cobb y colaboradores, 1998) 

Otros complejos proteico asociados al e.s., son los nódulos de recombmación tardíos 

(NRT) que se localizan en la parte central del C.S. Generalmente son esféricos y con un 

diámetro aproximado de 100 nrn En las zonas donde están situados. se ha detectado la 

presenc¡a de ADN entre tos EL y de proteínas relaCionadas con ta recombinaclón 

genética. RAD 51, MLH1, ATM, BRCA1, BRCA2 (Smlth y Bernavente 1992) La RAD51, 

es homóloga a ReCA de bacterias, durante la melOSIS se relaCiona con el reconocimiento 

de homólogos, recombinaclón y separación, a partir del paqUlteno medio desaparece 

(Vazquez Nin 1993, Carpenter 1979) 

La DMC1 y la MLH 1 están presentes en los NRT localizándose durante el zlgoteno 

hasta el dlploteno, cOinciden con los puntos en donde aparecen los Q (Bernard 1990). La 

ATM se relaCiona con la ataxia talangiectasia, enfermedad que se caracteriza por 

Inestabilidad del gen, alta susceptibilidad de un Individuo a contraer cáncer y alteraCiones 

gonádícas, se ha propuesto que ad&más participa en la recomblnaclón, meiótica y regula 

el Ciclo celular. 

La BRCA 1 y BRC2 son proteínas supresoras de tumor que participan en la reparación de 

dobles rupturas de AON tanto en m¡tosls como en meiosls, siempre se localizan en las 

zonas en donde aparecen RAD 51(Schalk y colaboradores, 1998). En general se acepta 

que la recombmaclón genética concluye en paqUlteno y que los NRT, son complejos 

mu\tlermmáticos que canalizan las reacciones de Intercambio recíproco (Vazquez Nm, 

1993 J, 



El diploteno (dlplo == doble) Inicia con la separación parcial de los cromosomas 

homólogos y el desensamble del e.s, mientras que los cromosomas continúan 

engrosándose y <'lcortándose, parecen repelerse unos a otros a lo largo de la mayor parte 

de su longitud (desslnapsis), a pesar de esta separación los cromosomas continúan 

unIdos a través de uno o más puntos conoCidos como Q, estos puntos ayudan a 

mantenerlos unidos hasta la metafase f, y de esta manera aseguran una correcta 

segregación (Bernand 1990, Zlnckler 1998). 

En general los Q se definen como la expresión cltológica de los eventos de 

recomblnaclón genética, es decir, la expresión fíSica del proceso mediante el cual los 

cromosomas Intercambian segmentos homólogos de Intercambio genético 

(recombinación); este proceso da como resultado cromosomas con nuevas 

combinacIOnes genéticas, siendo una fuente importante de variabilidad genética (Moens, 

1987) 

La diacinesis (dla- a través de) es la etapa de tranSICión a la metafase 1, en ella cesa la 

sínteSIS de ARN, los cromosomas siguen condensándose, engrosándose y se separan de 

la envoltura nuclear Es dificil diferenciar o separar a esta etapa de la metafase 1, sobre 

todo porque ambas tienen muy corta duración, En la metafase 1, los centrómeros no se 

dividen y cada pareja de cromosomas homólogos se unen a las fibras del huso 

acromático. alineándose en un plano ecuatorral; esta separación constituye la base fíSica 

de la segregación de los alelas 

Anafase 1: los cromosomas homólogos se separan y cada miembro de la pareja (diadas) 

se dlflge hacia los polos opuestos, de esta manera cada cromosoma conserva un 

centrómero funcional La última etapa melótlca es la telofase I en está, las diadas 

alcanzan los polos del huso y se forma la membrana nuclear, en este momento culmina la 

primera diVIsión merótlca (reducclonal), es decir, de 2n a n 

1 ' 



En cuanto a la segunda división meiótlca (Mil), se dice que es semejante a una mitosis 

aún cuando se reduce a la mitad el material genético y no se reduce el número 

cromosómco por célula. En la profase 11 los cromosomas se observan largos y deigados 

en un número haploide, conforme avanza esta etapa los cromosomas se van 

condensando, la membrana nuclear desaparece y entran a la metafase 11 en donde los 

homólogos se orientan hacia ei plano ecuatorial y se observa el huso acromático. Una vez 

que las células han llegado a este punto pasan a la anafase 11 en donde los centrómeros 

se separan y las cromátides san arrastradas por las fibras del huso. Al termino de la 

anafase 1I se empiezan a separar las células y en la telofa.se 11, ocurre la división de las 

dos células de la primera división melótIca de manera que ahora tendremos cuatro células 

con la mitad del material genético de la célula original Fig 4 

Flg 11, DI<JCjr;:¡ma de Jos cJmblos cromosómlcos en lri mCIOSI$ 

El CIOnlOSOfYI.:l oscuro pertenece al p8,ire y el claro al:) mrldre (West1973) 
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LEPTOTENO 
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ZIGOTE:-lO 
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e DIPlOATENQ 

METAFASE 

FrQ5. Esquem,:¡ de 13 pro fase I y mató1fosc I de la meosis 

a) leptoteno, b) ~Igolcno. e) paQUlteno, d) dlploteno. o) dri'lClneSls, f) metafaso (Toma'ln 1996) 



l. 3 QIHASMAS 

I.3.1 ANTECEDENTES HISTORICOS 

Durante la profase melótlca ocurre el fenómeno de recombinación genética, que se 

manifiesta morfológícamente por los nódulos de recombínación y molecularmente por 

cambios en el ADN Este fenómeno de recombinaclón reciproca se visualiza con el 

microscopiO de luz, durante el d¡ploteno y hasta metafase 1. por medio de pequeños 

puntos de 'Jnión entre cromosomas, denominados quiasmas. 

Los quiasmas (Q) fueron descritos por primera vez por Ruckert en 1892 en ovocitos de 

tiburón, sin embargo, no fue hasta 1909 que Janssen los describió completamente y les 

aSigno el nombre. En sus estudios con anfibiOS Janssen notó que los blvalentes se 

presentan Juntos en puntos o nodos a los que llamo quiasma y los definió en los 

sigUientes términOS, " la palabra quiasma ( o chiasmata) debe tomarse en sentido 

general de dos extensiones, las cuales se cruzan una con otra en una cruz de San 

Andrés' Flg 6 A lo anterior se suman las observaCIones de Darllngton, en las cuajes se 

refiere a la aparición de otra estructura Similar a la cruz de San Andrés, pero abierta a la 

que denomina cruz gnega, es decir, que la misma estructura puede asumir dos formas 

topologlcas alternativas (Darllngton 1932, citado por Jones 1987) 

b 

:=196 El quiBsma de Jélnssen él) cruz de S.sn Andrés, b) cruz r¡ncgo (Joncs 1987 



Basándose en lo antes mencionado, Darllngton en 1937, propuso la hipótesis de" torsión 

de la formación del quiasma " que plantea que las cromátldes exteriores eran las 

recombinantes y las de cruce eran las paternas. Dicha hipótesis es totalmente 

desmentida con la llegada de las téclllcas moleculares modernas (B~dUI FPG). 

Generalmente se asume que el Q es una figura tridimensional compleja y que ambas 

cruces se presentan dependiendo del plano en el que se observe (Jones 1987). 

Postenormente Janssen propuso que el Q es la manifestación dtológlca de los eventos 

de recomblnaclón genética (teoría del quiasma tipo), sin embargo, hay otra teoría que se 

contrapone a la anterior y es la mterpretac;ón clásica de Wennch y Robertson. que 

considera que el Q representa la convergencia de los diferentes modos de apertura o 

separación de las cromátldes, por un lado entre cromátldes homólogas y pcr otro entre 

las cromátides hermanas, por lo tanto no están relaCionadas con ei cruzamiento La 

teoría del quiasma tipo fue generalizada en 1932 por Darlington, basándose en sus 

propias observaCiones y en las de Belllng, establecIó que una cromátice de cada 

homólogo que forma el blvalente, esta asociada por ambos lados por un Q y que la 

recomblnaclán genélca entre homólogos, toma lugar entre dos cromátldes diferentes 

antes de que se forme el Q. 

En 1970, Solad trabajando con ratones machos, observó que durante la etapa inicial del 

dlploteno, se encuentran regiones de convergencia entre cromátldas hermanas, en donde 

se hay residuos de C.S. a partir de estas observaCiones dedUJO que dichos puntos 

corresponden a los Q, ( Solari 1998) con esta misma observación cOinCiden vanos 

trabajos en dlferer¡tes vanedades de maiz por G11I18S, en hongos por Zlckler, en Ascans 

por Kundo y Bogdanov yen el hombre Holm y Rasmussen 1976 De esta manera Solar: 

sugiriÓ que el e S es un componente esencial e Integral del Q y que de alguna manera 

es necesario para la transición de un evento de recombmaclón molecular a un Q 

eltológico. 



I.3.2 CARACTERÍSTICAS GENERALES 

La mayoría de los autores aceptan que los Q son puentes entre cromátldes hermanas, 

formados por residuos de e.s., que eVidencian la existencia de un fenómeno previo de 

recombinación a nivel de AON, este mecanismo es muy importante. pues permite que 

cada cromosoma de un Individuo, pueda llevar genes de ambos progenitores. además, 

cemo ya se mencionó este fenómeno contribuye a la variabilidad genética de las 

poblaciones. Estas estructuras errpiezan a aparecer durante el diploteno y continúan 

hasta metafase J, se requiere un mínimo de un Q por bivalente para sostener a los 

homólogos juntos y así asegurar una adecuada segregaciól1 cromosómica (Jones 1987). 

Los blvalentes pueden tener un Q o más y toman diferentes formas en al microscopio, 

los blvalentes cortos con un Q único pueden adoptar formas distintas, por ejemplo, SI el Q 

es Intermedio tomará la forma de una cruz abierta en la cual todos los brazos son de 

tamaño similar, sj el Q se encuentra cerca de un extremo, la forma que tomará será de 

una cruz en donde los brazos no tendrán el mismo tamaño Cuando están presentes dos 

Q los blvalentes toman forma de un anillo e Incluyen dos cruces abiertas, y los blvalentes 

con tres o más Q forman múltiples anillos (Bernand 1990) Flg 7 
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Flg 7Represent8clon de 81gunos tipOS de Q 3) Intermedio, b) intermedio, e) telom6nco, d) mtermedlo, e) 

Intermedio, f) intermedio g) tclomcnco, h) tclomcnco IntermediO, 1) tc:omcnco intermedio, J) tolomcflco 

mtermedlo,~) tclomónco IntermodlO ccntromorlCO, 1) Intermedios, m) lelomónco 2 IntermediOs centro me riCO, 

n) (clomenco 31ntcrmedlos contramanco (Gcrn.:ld 1890) 



1.3.3 TIPO Y FRECUENCIA DE QUIASMAS 

Hay tres formas de localización principales, en la primera el Q esta localizado de manera 

proximal, de modo que se encuentra cercano al centrómero (Xc), de esta forma se 

encuentran la mayoría de los Q en muchas especies, en la segunda el Q se localiza de 

manera distal, aquí el Q esta alejado del centrómero (Xt), y la tercera es la Intersticial (XI), 

en la cual el Q se encuentra en el centro (Bernard 1990) 

La distribución del Q en una célula depende parcialmente de la longitud de los 

cromosomas, es decir, que mientras más grandes sean tendrán más Q El tipO Y 

frecuencia de Q, es una característica part'lcular de cada especie, por ejemplo en Affium 

fistufosum donde el 95% de todos los bivalentes tienen dos Q y el 98% de todos los Q 

están situados proxlmalmente, y de manera similar en Tnlfum kamtschat/Um el 87% de 

todos los blvalentes son blqulasmátlcos y el 98% de todos los Q, estan sItuados 

proxlmalmente, y en otras especies como el acndidae sp (saltamontes) y hastelfa sp 

muestran una combinación de distribución de Q proximal y distal dentro de la misma 

célula. (Mather 1937, citado por Bernand 1990) 

I.3.4 QUIASMA y ALTERACIONES GENÉTICAS 

Durante la meiosls pueden ocurrir alteraciones de tipO numériCO O estructural. Las 

alteraCiones en el número cromosómico de las células puede originarse como el resultado 

del fenómeno denominado no disyunCión o no separación cromosómica. Estas fallas 

pueden suceder tanto en \a me~os\s 1, como en la me\os\s \( (antes, durante y después de 

la formación del Q) 

'" 



De las alteraciones cromosómicéls numéricas, las aneuploldías son por mucho las más 

comunes y clínicamente las más importante para el hombre, pues están presentes en un 

10 a 30 % de todos los huevos fertllizados, y son la causa de casi 25% de todos los 

abortos. Además, en muchos casos las aneuploldías están asociadas a deficiencia mental 

(Bishop y colaboradores 1996). 

Durante las ultimas dos décadas, se han reahzado esfuerzos para conocer en modelos 

animales, la relaCión entre alteraciones genéticas y recombinación por e;emplo en 

Drosophlla y levaduras los mutantes que reducen la recomblnación melótica tienen 

frecuencias incrementadas de no disyunción En humanos, hay eVidencias de una 

aSOCiaCión entre la recomblnaclón aberrante y una tnsoma ya que se han reportada 

niveles reducidos de recomblnaclón del cromosoma 21 (Bishop y colaboradores 1996) 

Otras investigaciones sugieren que eXisten factores de riesgo entre los que destacan la 

edad materna y la exposIción a algunos agentes químicos, fíSICOS, biológicos o 

ambientales, con propiedades clastogénlcas. 

Por muchos años se han utilizado, una vanedad de químicos inhibldores de la mitosIS 

para la acumulación, de células en metafase 1, Incluyendo colchlclna, colcemlda y 

vlblastlna, las cuales actúan inhibiendo la polimerizac\on de la tubullna, dando como 

resultado la aneuploldia y poIlploldía. El Benomyl (metll~1-l'butil-1-carbomllJ-2-

benzlmldazol-2-benzimldazola carbamato), Inhibe la poiimerizaclon de la tubulma y da 

como resultado células aneuploídes hijas (Jacobs y colaboradores, 1988) Otros ejemplos 

de productos que Inducen alteraciones en la recombinación son algunos agentes 

mutagénlcos, como el gas mostaza y el dletll sJlfonato, ambos reducen el Intercambio 

melótlco en Chlamydomonas reinhardl (Blshop y colaboradores 1996). 



Existe evidenCia limitada, principalmente en Drosophila, en que los excesos de ciertas 

sustancias normalmente encontrados en la dieta, por ejemplo cabo y selenio, pueden 

redUCir los niveles normales de cruzamientos (Generoso 1996) 

ConSiderando todo lo anterior, surge la necesidad de profundizar en er estudio de la 

relacIón en~re et estudio de agentes mutagémcos, alteraCiones cromosómlcas en células 

germinales, los procesos de recombmaclón melótica y dinámica de Jos Q durante la 

profase mei6tlca tardía 

'1 



IV OBJETiVO 

General: 

IV. 1 Establecer el tipo y frecuencia de Q en espermatocltos de ratón, durante el diploteno 

y diacinesis-metafase. 

Particular. 

IV. 2 Emplear métodos sencillos y baratos en estos estudlos 



V MATERIAL Y METOCOS 

V.l MATERIAL BIOLÓGICO 

20 ratones machos de la cepa NIH, de 3 meses de edad y con un peso aproximado de 

entre 25 y 30 grs. 

v. 1. 2 REACTIVOS 

Agua destilada 

Acido acético glacial (Merck) 

ACldo c[ohldrico (Merck) 

ACldo fórmiCO (Merck) 

Azul de metlleno (Sigma) 

Cloruro de potasIo (Merck) 

Cloruro de sodio (Merck) 

Colagenasa (Sigma) 

Colchlcina (Sigma) 

Fosfato de potasio (Merck) 

Fosfato de sodio (Merck) 

Gelatina (Sigma) 

Giemsa (Merck) 

H!dróxldo de bario (Merck) 

Metanol (Merck) 

Nitrato de plata (Merck) 

Resina sintética (Sigma) 

Kit de solución de sulfatos (Merck) 

Xilol (Sigma) 



V.l.3 MATERIAL DE VIDRIO Y EQUIPO 

Balanza electrónica 

Bebederos 

Cajas de petn de vidrIO 

Centrífuga 

Cubreobjetos 

Estuche de disección 

Estufa de IncubaCión 

Guantes desechables 

Jaulas metálicas 

Jenngas 

Microscopio 

Pipetas 

Pipeta pasteur 

Portaobjetos 

Tubos de ensaye 

Vasos de precipitados 

Vasos de Copleen 



V.1. 4 MÉTODOS 

Se realizaron dos experimentos por duplicado 1 (a y b) Y JI (a y b), empleando en cada 

caso, 5 ratones machos de la cepa NIH, de 3 meses de edad y con un peso entre 25 y 30 

grs El experimento I fue para determinar el tipo y frecuencia de Q en dlploteno 

(temprano y tardío) y el 1I para establecer los parámetros anteriores en dlacinesls­

metafase. 

V.l.S EXPERIMENTO l (diploteno) 

a) Obtención de células 

Los animales se sacrificaron por dislocación cervical, posteriormente se extrajeron los 

testículos y se les qUItó la túnica albugínea El tejido se colocó en 5 mi de una solución de 

colagenasa (8 mg en 5 mI) durante 30 mln a 30 oC, resuspend\endo con una pipeta 

pasteur. Posteriormente se deJó sedimentar por gravedad el tejido no disperso y el 

sobrenadante se paso en un tubo de ensaye, esta operación se repitió dos veces más A 

continuación se centnfugó durante 10 mm a 1500 r.p.m., después se elimina el 

sobrenadante y las células sé resuspenden nuevamente en 10 mi de cloruro de potasIo 

\KCL), esta operación se repite 2 veces. 

Después de la última centrifugación, se eliminó el sobrenadante y las células sé 

resuspendleron en 10 mi de fijador (áCido acétlco-metanol, 1:3), a continuación se 

centnfugó 10 mln a 1500 r.p m se elimina el sobrenadante y sé resuspenden las céluléls 

en 3 mi de fiJador. 

Con la. suspención celular se hacen las preparaciones, dejando caer 3 gotas en un 

portaobjetos previamente lavado y desengrasado Se dejan secar al aire 



b) Impregnación argéntica A las laminillas se les agregan dos gotas de nitrato de plata al 

50 % Y cuatro gotas de una solución de gelatina (100 mi de agua destilada, 2 gr de 

gelatina y 0.5 mi de áCido fórmico) Se coloca un cubre objetos y se deja actuar a fas 

reactivos durante 2 minutos aproximadamente a una temperatura de 70 oC. 

Posteriormente, se lavan con agua des Ionizada. Se deshidratan con Xllol y se montan 

con resina sintética. 

c) AnálisIs de las laminillas La reVISión de laminillas se realizó a 100 X Y se analizaron 30 

células en dipioteno por cada ratón. 

Los procedimientos para el experimento I.b son análogos a los del la. 

V.l.6 Experimento II (OS-Me) 

Tipo y frecuencla de quiasma durante diacinesis-metafase r. 

a) Se Inyectaron los ratones con colchlClna (5 mg/Kg peso) 3 horas antes del saCrIfiCIO El 

procedimiento para la obtención de células y la elaboraCión de laminillas fue similar al 

deSCrito en el InCISO a experimento I a. 

b) Para la obtenCión de bandas C, las laminillas se dejaron envejecer durante 1 semana, 

después se sometieron a la acción de ácido clorhídriCO (HCI), 0.2N,en un vaso de 

Copleen se sumergen las laminillas envejecidas y se dejan por un lapso de 15 minutos, 

posterrormente se sacan, se lavan, con agua destilada y después de esto se sumergen 

en un vaso de Copleen con hidróxido de bario (Ba(OH)2) preparado recientemente, 

después de 15 minutos se lavan y se dejan en otro vaso de Copleen con solUCión de 

sulfatos (SSC) a 64 oC por 60 mln. Una vez pasado este tiempo se sacan, se lavan y se 

dejan secar al aire 



e) Tinclón. La tinción se realiza con Giemsa a14% por 20 mln. 

d) FI análisIS cltngenétlco se realizó en 30 células en metafase I 

Los procedimientos para el experimento Jlb son análogos a los del Ha. 

La interpretación estadística de los resultados, se realizó utilizando la prueba de t de 

SlUdent (p~ O 05) 



Vi RESULTADOS 

VI.1 QUIASMAS EN OIPLOTENQ (O) 

Como ya se mencionó anteriormente, para determinar el tipo y frecuencia de Q en 

diploteno, se realizaron dos experimentos, I a y I b, empleando 5 ratones en cada caso. 

En los dos ensayos, se analizaron las etapas tempranas y tardías del diploteno. 

VI.l 1 Tipo de quiasmas 

Conforme avanza la metosis los cromosomas homólogos que están apareados totalmente 

(paquiteno), tienden a separarse, manteniéndose unidos por medio de Q. Cuando se 

emplean técnicas de impregnación argéntlca durante el diploteno, se observan los 

elementos !aterales que se han separado parcialmente y las zonas donde se llevó, a cabo 

la recombmaclón genética, los Q (fotografía No 1) Estos pueden observarse en la reglón 

teloménca (T), centromérica (C), e intermedia (1), pudiéndose encontrar de manera única 

o en combinación de 2 o más tipOS: teloménco centroménco, (TC), teloménco intermedio 

(TI), centroménco Intemedio (el), teloménco intermedio centroménco (TIC), teloménco 2 

Intermedio centroménco (T21C) La tabla No 1 muestran los tipOS de Q en dlploeno. 

Fotografl::l1. Observada 3100 X de una celula en dlplotcno, las flechas muestran algunos Q, 



Los tipos de Q fueron similares en las etapas temprana y tardía 

TABLA 1. TIPO DE Q EN DIPLOTENO EXP lA Y lB. 

• T'= lelomérlCo 

• C= centroménco 

* I '-' mtermedio 

• TC= telomenco centromenco 

• Ti'" telomenco mtermedlo 

• el-- centromérico Intermedio 

• TIC'" teloménco Intermedio centromérico 

• T2lC--telumerlCO 2 mtermedlo cenlioménco 

.. ObscvaclOllcs rcalizadas él ¡ 00 X 



v I.l.2 Tipo y frecuencia de Q en diploteno temprano (Dt). 

Los tipos y frecuencias de Q en Dt, del experimento 1 a y I b, se muestran en la tabla No 

3. Al comparar estadísticamente (t student) los resultados de los dos ensayos se encontró 

que no había diferencia significativa (p = 0.05) (salvo en el caso del tipo de T2IC) Por tal 

razón y con el objeto de análisis y discusión se decidió sumar los resultados de los dos 

ensayos. 

En orden descendente los tipOS de Q más frecuentes-.!úeron' Te (X = 5.63 ± 0.18), 

enseguIda el T (X = 2IJ. z 0.21). seguidos por el C (X = 223 ± 0.10); y los menos 

frecuentes fueron T21C (X=O.18 ± 0.5). Los resultados se observan en la gráfica No 1 y 2. 

VI.l.3 Tipo y frecuencia de Q en diploteno tardío (DT) 

En la tabla No 4 se muestran las frecuencias de DT (Experimento 1 a y 1 b). Cuando 

comparamos estadísticamente (t Student) los resultados de los dos expenmentos no se 

encontró diferencia significativa (p = 0.05), salvo en el caso del tipO T21C Por esta razón 

se decidió sumar los en~yos, dando como ~sultado que en DT los J!.pos de Q que 

predominaron fueron T (X = 701 I O 26). TIC (X = O 2.67 ± 0.13). y TC (X = 262" 0.15) 

Y los menos que son los T21C (X = 0.41 ± 0.11). Los resultados obtenidos se encuentran 

en la gráfica No 3 y 4. 

VI.l.4 Total de Q en diploteno. 

En la tabla 5 se muestran las frecuencias totales d~ Q en Ot y OT, donde desta3l- que el 

número de Q del tipo T es más frecuente en el DT (X = 2 7± O 21) que en el ot (X = 2 7 ± 

O 21) Y los Te se cOlllporian de manera contra na, es decir que en el temprano --ex:;:;; 5.63 ± 

0.18) son más frecuentes que en el tardío (X"= 2.62 ± 0.15). También se observaron que 

los e disminuyen en los tardlos con respecto a los tempranos. En el caso de los 

Intermedios sucede lo contrano. es deCir la frecuencia en tardíos es alta y en tempranos 

es baja Los resultados se observan en la graflca No 5 



VI.2 Q EN DIACINESIS-METAFASE (DS - Me 1) 

Para determinar el tipo y frecuencia de Q en Os-Me 1, se realizaron dos experimentos, el 

11 a y el , lb, empleando 5 ratones en cada ensayo 

V1.2.1 Tipo de Q 

En la medida que avanza la profase melótlca, los cromosomas homólogos tienden a 

separarse y compactarse, pasando de una estructura larga y laxa (paqulteno dlploteno) a 

otra de menor longitud y compacta (dIacinesis - metafase l) donde Jos homólogos se 

mantienen unidos por Q. 

Para determinar el tipo de Q durante la etapa de Ds-Me I se aplicaron técnicas para la 

obtención de bandas e y tmclón con Giemsa (Fotografía 2). Se obtuvieron bivalentes 

unidos por un Q en la región telomérrca (T) o Intermedia (l). También se vieron pares de 

cromosomas unidos por estos dos tipOS de Q, teloméncos y centromérico (TC) En el 

caso de ¡os intermedios y los Te se pueden observar variaciones relacionadas con el 

grado de condensación cromosómlca (1 a, j b, TI a, Tb). La tabla No 2 muestra los 

diferentes tipOS de Q en Os - Me 

Fotogr;¡flu No 2 obscrv~clon.::l 100 X de un.1 c61ul;1 en dl3ClnCSls-metasB 1, las nech::Js rnuestr;:¡n ;1liJunos Q 



Los tipos de Q que se encontraron fueron. T = tefomérico, ::: intermedio y algunas 

variaciones de estos, que se encuentran en la tabla 2. 

"TABLA 2. TIPOS DE Q EN DIACiNESIS-METAfASE I E)(p iBA Y liB. 

~jpos de 
Óüi-asmas 

• T=- telomenco 

~ 1a= mtermedlo tipO a 

• Ib= Intermedio tipO b 

• Tla= teloménco Intermedio tipO ,J. 

• Tlb::o telomenco Intermedio tiPO b 

• Observélcloncs rcall.1ad;,1s a 100 X 

I 

1" 

..... ~~ 



VI.2.2 Tipo y frecuencia de Q en Os-Me 1 

En la tabla No 6 se muestran los resultados de los experimentos 2 a y 2 b. Al realizar el 

estudio estadístico (t Student p= 0.05) no se encontró diferencia significativa y por esta 

razón se decidió sumarlas. En esta tabla destaca que los tipo Q que predominan son los 

I a (X = 65 ± 0.17), T (X = 5 550 ± 0.11), y TI a (X = 3.8 ± 0.29). Los que llenen menor 

frecuencia son TI b (X = 0.6 ± 0.09) Los resultados obtenidos se encuentran en la gráfica 

No 6 



,-------------------------------,--------------------

TABLA J TIPO Y FRECUENCIA DE QUIASMAS EN DIPLOTEiIIO TEMPRANO 

\~ 
.. ... -

T C 1 

) \ledidas de 
L!l~~_!-Ie;¡cia 
¡XI 2.8±0.40 2.241.0.17 0.7±0.19 

kz 2 64±0 20 2.43±0.13 0.9±O.1l , , 
í---
¡XI 2.7±0.21 2.33±0 10 O 8±0.1 I 
i 
(-n 
I 

1.85 1.85 1.85 

i , 
0.35 0.85 087 I le 

I 
~_v __ ~_ ...... __ ...... ,'~. -".~--

~ T= Teloméflco 
~ C:::: Centroménco 
z 1= IntermediO 
~ TC:= Telomérlco Centromérlco 
y TI:::: Telomérico IntermediO 
y Tel= Centromérico IntermediO 

=-~-~~=-- .. -

chiasmas Te '1'1 CI TIC 

5.74±0.31 

552±0.23 

5.63±0.18 

1.85 

0.58 

1.16±0.18 2.08±0.27 2.2+0.20 

129±016 1.93±0.05 1.94±0 10 

1.22±O.11 2±0.13 2.09±0.12 

1.85 1.85 1.85 

0.52 0.53 1.30 

----- -- ---~=- --

* TIC::: Telomérico Intermedio Centromérico 
"T2IC:::: Telomérico 2 Intermedio Centromérico 
., X1= Medias de experimento 1 a 
" X2= Medias de el experímeno 1 b 
*XT= Medias totales 
*Tt :::: t de student de tablas 
"Te::: t de estudent calculada 

T~rc ' 

0.08±0,02 

0.29±0,07 

0.18±0,05 

1.85 

2.55 

..~--,-,,~ 

I 

35 



~ 6 
~ 
~ 

~ 
~ a 
w 
e 4 
~ 
U 

~ 3 
~ 
u 
w 
" 2" ~ 

1 ' 

0-

Il (1 
~ 

e " " e, lO T?K: 

TIPO DE QUIASMAS 

GRAFICO No 1 TIPO Y FRECUENCIA DE QlJlASMAS EN DlPLOTENO TEMPRANO. 

T " rclcménCQ, e '" Cenl¡c,ner,co, I = Inlermedlo, Te = Telomerloo Cenlrornenco, TI .. Tcloménco Intermedio, el " Ccntroménco In!e(ffi(ldlo, TIC" Telomenco 
in'crm(!<jtO Cen·rornér,:.~. T21C = Te'oménco 2In'crm~dlo5 Cenlromenco 

11 bpla D E~plb 

36 



7 _ 

'" 
6 

~ 
<n 
« 5 ::; 
O 

~ 4 

« 
ti 
z 3 
W 
:::l 
() 
W 

'" LL 

o 
T 

~ ~. 
e 

,......, 
~ 

Te TI 

C'''¿: ~>., ... 

, __ o,;';' '-~i;~~/I 
_ t",¡l ___ -----.----- -'--- _,,~-------, 

el TIC T21C 
TIPO DE QUIASMAS 

GRAFICO No 2 TIPO Y FRECUENCIA TOTAL DE QUIASMAS EN DIPOTENO TEMPRANO" 

T ~ Tciomcnco, e = CenifOménDO, I ~ Inlcrrftcd.o, Te M TcJonlén(.() Cenlroml)fJcú, TI _ Tt<lulll""w 1111""",,<1,. el = Cent""TLÚIIC() IntermediO. TIC = Teloménco Int¡;rmedlO 
Cer:.rO'Tlenco, T2.C ~ Telome~co 2 Inlermed os Ccntromenoo 

f':"l E~p 1 <1 

37 



TABLA 4. TIPO Y FRECUENCIA DE QUlASMAS EN D1PLOTENO TAR])IO 

r~~T;p~~;I~~~TT~ - -!C -~-fI - JCTiI -tcr - -Trrc ------rrZlc .~~ 
chlasmas ! ¡ ¡ i 1

1 
I 

i ~~~~;~II:~I~c I I~~ ______ J___ _ __ _ L 
~ 1 ._. ~~_~7 11 ±.o 3~-I~:±o_~~5±O 06Ti67~O~I_7]lÚO~20~ -1~~±~~~3 ]09±O ~ 3 ~08~046,_ 
X2 _. _____ J2~~O:0 tZZ±02~15~0:J258t02~JL47±012 _IZ6±OI5 110 98±003 ]0 75±O 035 

XT::-_~=-~7±tl~1_ P03±O lT57±005P¿~±_015~- t_~~;~1~_]2~7±O:13_ 1I Ú3±O~~ J~4i5±Ol15~ 

"--]",--}',, T" l;i=~ ,¡c---:-y" ji ji ~r"n 
TC

m 

•••• JÓ~3~m ._t~~-~J 164 _ -r 2~~_~.-· F m -1054~-:-_~]O~~_~._~ L49~-~-J 
~ T== Telomérico 
~ c::: Centroménco 
, 1== IntermediO 
• Te;:: Teloménco Centromérico 
~ TI= Teloménco Intermedio 

., el::: Centromérico Intermedio 
* TIC= Teloménco Intermedio Centroménco 
~- T2IC;:;; Telomérico 2 Intermedio Centromérico 
., Tt:::: T de student de tablas 
., Te:::: T de student calculada 

38 



8 

< 
~ 
~ 

S 
~ a 
w 
Q 

S 
" z 
w 
~ 

" w 
~ 
~ 

, .o m'· lJ - _·z ,,- _' .t'. 

---,------- .' -,- - - - ~ .... TW ·~·--A __ o, _, __ _ 

e re " CI TIC T21C 

TIPO DE QUIASM AS 

GRAFICO No 3 TIPO Y FRECUENCIA DE QUIASMAS EN DIPLOTENO TARDÍO 

1"" ~l<>t¡ca, ( - Co~\'~mmco, I -- Jf'lemleu,o le -Telomúlco CenlfOmenco. TI IclomCW<J Iulumedlo, cr ~ CClltrolllcnco IUlcmledlo, TIC ~ 1 clomenco Intclntcdw Centroménco, 
T! (' ¡<lom,roD? ¡rMm',.:!!'-, C<nltQrn,nCQ 

11 hp13 
""'1 
\I,.-d ['p 1 b 

:w 



8 

7 
en « 
:;¡ 6 
en « 
S 5 
O 
uJ 
O 4 
« 
¡; 
z 3 
w 
::J 

hl 2 
el 
u. 

O 
_u 0 __ O __ D_Dn_ D,o 

T C TC TI CI TIC T21C 

TIPO DE QUIASMAS 

GRAFICO No 4 TIPO Y FRECUENCIA TOTAL DE QUIASMAS EN DlPLOTENO TARDIO 

T " T<?:oméor,o, e '" Cen!ronleIlGO. ' = Intermed o. Te " Teioménco Centroménco. TI = Teloménco Intermedio, el = Gentroméflcoo Intermedio, TIC = Telomenco 
In'ennN Q Cc~lroménw, T?IC" Telomenco 21ntcnnodfQS Centrom6m:o 

DT 

40 



TABLA 5. TIPO Y FRECUENCIA DE QUIA5MA5 EN DIf'LOTENO 

qUJ,lsmas !! ! 
llposd~ ¡T~--¡C; - 'II--'---rTC-~---I-l~l ~-~le~ -re -rIC~~ 

Iflt'Ctlencia i 1 i I 

¡¡\CclllaSm"N~ __ ~,~L_ ol~-, l_~ __ ._ ~-~~~l"~~-- ~ ._~-~-~~ 
XI 1272±021 1233t01J08±OIlJ563±Ol~ 122±~~1 L2~O,13 __ 2~"O.12 o,~±O.05 

lX'2--_~--~ ~r_Ol~I~~J 1~3~012P 57±005T2 62~_~~_~1~('3lO-12167±ol~-f,o~~-~6 - O~~3tO,~15-

• T::;: Teloménco 
~ e Cen1romérico 
~ ! ::: Intermedio 
~ Te::: Teloménco Centromérico 
.. TI ::: Telomérico Intermedio 

" el ::: Centromérico Intermedio 
"TIC = Telomérico Intermedio Centromérico 
"T2IC::: Telomérico 2 Intermedio Centromérico 
"X1 ;:: Medias de dlploteno temprano 
* X2 "" Medias de diploteno tardio 
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TABLA 6 TIPO Y FRECUE~CIA DE QUIASMAS EN DIACINESIS METAFASE. 

0: -~.~~~1;~:;1;;':1:~; J;]~:::__­
;; ~_ ~. -~~_-_~f:~011~O_J~:±013_-1:~~2~~~:009_:_~-_~ 
-. - - .- --l--------------~- ---t------[Te 0.56 11.6 i 0.20 I.l7 10.67 
l~=~ __ ~ __ ~_=-"~~_~-. ~_~_ ~~_ ~~ ,_~- ~~~_ _ ~~~~~ -~ ___ ~_~ 

x T= Teloménco 
;, Ia= IntenneuiO a 
... Ib"'" IntcnncdlO b 
x Tla= Tclomérico Intem1cdlo a 
.~ Tlb= T etoméllco IntermedIO b 

Xl = Medias de experimento la 
X2 = Medias de experimento 1 b 
XT = Medias totales 
Tt ~ t de Estuden de tablas 
Te = t de Estuden calculada (p = 0.05) 
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VII DISCUSiÓN 

En el presente trabajo al caracterizar el tipo y frecuencia de Q que existen durante las 

etapas de O y Os-Me 1, encontramos que durante el periodo de O existen ocho tipos 

diferentes de Q, a los que nombramos de acuerdo a su localización en el bivaJente: T, 1, 

e, TI, Te, le,. TIC, T2IC. Estos sufren cambiOS en la frecuencia de D a Os-Me 1, solo tres 

tipOS aparecen en Os-Me I . T, 1. Y el TI, a los dos últimos los encontramos subdivididos 

en ! a, ! b, Ti a y TI b, los otros tipos ya no aparecen durante esta etapa (tabla 2). 

En la literatura los datos sobre tipos y frecuencia de Q, son muy escasos, solamente se 

encontraron cuatro trabajos en una revisión por medios electróniCOs 

(wwvv ncbLnmLnlh.gob), de 30 años atrás En el primero Jos autores, utilizando el método 

de banda e, analizaron un total de 269 células, de las cuajes 50 se encontraron en 

diploteno, 137 en diacinesls y 82 en metafase 1, de lo que obtuvieron ocho tipOS de Q, a 

los que denominaron de la manera sIguiente 1CH, 2CH, 1TA, 2TA, 1CH 1TA, 1CH ·2TA, 

2CH 1 TA, 2CH ·2TA, estos tipos aparecieron durante las dos etapas de estudio 

(dlaclnesls y metafase 1). 

Al comparar Jos resultados que obtUVimos en este trabajO con Jos de H!rotaml y 

colaboradores encontramos que eXisten algunas concordancias y muchas diferencias. 

Algunas de éstas, se deben pnncipalmente al método, pues nosotros utilizamos técnicas 

de Impregnación argéntlca para caractenzar las células en dlploteno y para localizar la 

posición del centrómero en Os-Me 1 utilizamos banda e Los autores mencionados 

utilizaron úmcamente técnicas de bandas e y solo caracterizaron las etapas de d¡acinesls 

y metafase I 

.¡() 



Analizando Sus resultados encontramos que ccincldlmos en algunos tipos de Q, aun 

cuando son nombrados de manera distmta. Los Q análogos son: Jos T. que denomman 

asociación termmal (TA), los Q J, que llaman Intersticiales (1CH) y los Tl, a los que 

nombran intersticial con una asociación telomérica (1CH iTA). Los tipOS de Q con los 

que no cOincidimos, son los e, Te, CI, TIC y T2IC, coincidentemente en todos los casos 

se encuentra un Q de tipo e, este Q es el que se disocia, pues Jos cromosomas de ratón 

son teioméncos 

Con respecto a las frecuencias, se observa que éstas son muy distintas, esto se debe a 

que se utilizaron cantidades diferentes de células, pues ellos utilizan 50 para dlploteno 

(el articulo no dice la cantidad de ratones utllizados) y nosotros 20 por cada ratón, de un 

total de cinco ratones por experimento, esto hace que no sean comparables 

estadísticamente hablando 

En el segundo articulo Hlrotami y colaboracores utilizan un método de tlnclón 

cromosómica convencional (Glemsa) y los centromeros se Identificaron usando el método 

de Impregnación argéntica modificado de Howell y Slack. La obtención de información a 

nivel molecular sobre el tamaño de Q terminal se apliCÓ la técnica PRJNS a los teloméros, 

dicha téCnica ha Sido desarrollada y establecida para localizar dIrectamente las 

secuencias usando ollngonucleótldos. Este trabajo, se realizó con testículos de Mus 

plathythrix, utilizando 600 cromosomas en total de donde se obtUVieron 50 células en 

diacinesls y Se clasificaron los Q en tres categorías báSicas, el Q centromérico (Xc), el Q 

Intersticial (XI), el Q terminal (Xt), estos Q fueron analizados en tres tipOS de gráficas. La 

pnmera es la gráfica de distribución del Q, representada por dos parámetros, el tamaño 

de los brazos (SL) (ordenadas) y la distanCia del XI o Xt a partir del centrómero (abcisas); 

la segunda es la gráfica de la frecuencia del Q, la cual puede obtenerse a partir de la 

proyección d8 la ubicaCión del Q (XC,XI y Xt) en la gráfica de distribUCión de Q, para los 

brazos estnndarizados ( brazos cortos SL'), donde!a distanCia del SL' es 1 O Y la tercera 

'll 

-- ._-------



y últIma gráfica es la de Interferencia de Q, la cual sIrve para demostrar un patrón de 

distribución total de los valores de interferencIa de Q mterstlcial (Ii) a través de los cuales 

se puede estimar estadísticamente los valores de ti max (interferencIa maxima) e Ji m¡n 

(Interferencia mínima). 

Al tratar de comparar nuestros resultados con Jos obtenidos por Hirotaml y 

colaboradores, nos dimos cuenta de que esto no se puede hacer ya que utilizaron 

diferentes especies y diferentes etapas de la profase. Es importante destacar que ellos 

utilizan la técnica de PRINS (Clasificación primaria In situ) para localizar regiones 

cromosómlcas específicas, sin embargo, en este caso la técnica de banda e nos da 

resultados muy útiles, ya que con mucha facilidad se localizan las reglones 

centromérrcas, además de ser muy económica, menos laboriosa y no requiere de equipos 

soflstlcados 

Dentro de la bibliografía encontrada, eXiste un tercer articulo, el de Anderson y 

colaboradores, donde describen una técnica de localización por Inmunofluorescencla de 

la proteína MLH1, que forma parte de los NR Utilizando rata macho ellos inmunelocalizan 

la MLH I dentro de los cromosomas apareados, tiñendo con DAPI el ONA y utilizando 

anticuerpos SCP3 para hacer VISibles los E L En este articulo sólo obtuvieron las 

frecuencia de Q, y no se diVidieron en tipOS, no dice en que etapa trabajaron, pero a 

Juzgar por las imágenes presentadas deducimos que se trabajO en paquiteno. Estos 

autores cuantifican el número de puntos en donde este presente la MLH 1, que son los 

Sitios en que ocurre el intercambiO genético entre homólogos y este valor lo consideran 

come el número de Q La cantJdad de Q que eJJos encuentran en paquJteno es supenor a 

la que nosotros obtuvimos en este trabaJO, esto concuerda con lo deSCrito en la 

bibliografía en donde se menciona que el número de nódulos de recomblnaclón tiende a 

dlsmlnuir en la profase tardía yen consecuencia él número de Q (Bernard 1990) 

, ! 
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Er el cuarto trabajo los autores emplean espermatocitos y ovocitos de ratón de la cepa 

3H1, dichas células se encuentran en Ds-Me 1, y utilizan la técnica banda e En este 

experimento sólo se obtiene la frecuencia de Q y no el tipo. esta frecuencia es menor a la 

que obtuvimos nosotros. (Lawne, Tease, Hultén, 1995). En el caso de los machos, estas 

diferencias pOdrían atribuirse a los métodos empleados para obtención de las células 

germinales (Baldev y Mattherw 1998). En las hembras, además de la diferenCia en el 

método err.pleado, en la bibliografía hay trabajos que indican que el número de Q entre 

individuos de distinto sexo de una misma especie, pueden ser diferentes (Zlckler 1998). 

Con lo que respecta a las frecuencias que presentan los diferentes tipos de Q, 

encontramos que los de tipo T, aumentan de manera considerable de dlploteno temprano 

(27 = 0.21) a diploteno tardío (7.01 :: O 26), de manera paralela los Q de tipo Te 

dismmuyen de dlploteno temprano (563 ± O 18 ) a diploteno tardío (262 :1: O 15), al igual 

que los de tipo TIC (di pi aten o temprano 2.090::: O 12 a tardío 1.03 ::: 0.06), esto nos hace 

suponer que el aumento en la frecuencia del tipo T, puede deberse a la diSminUCión en la 

frecuenCia de los tipos Te y TIC, es decir que hay una pérdida o disociación de los Q de 

tipO C e 1, en estos tipOS Podemos suponer que un bivalente que contenga un Q T Y otro 

más, al perderse estos últimos da origen a un Q T. Algo análogo puede suceder en el 

caso de los Intermedios, por ejemplo a el Q T le pueden dar ongen los TI, TIC Y el T2IC, a 

los 1 le pOdrían dar ongen los le, TIC, Tl, Y así sucesivamente). En diacinesls rnetafase 1 

los Q de tipO T, disminuyen (5.5 :f. 0.11) Y los tipOS TC, TIC desaparecen, esto sugiere 

que lo observado podría deberse a los mecanismos propIOS de la melosis, por medio de 

los cuales conforme la meiosls avanza hacia el final de la profase los homólogos, tienden 

a agruparse haCia los polos opuestos, esto provoca diSOCiaciones en algunos Q. 



Es importante recordar que la meiosls no es un proceso sincrónico, de modo que no 

todos los cromosomas presentes en una célula deberán necesariamente avanzar de 

manera paralela en la meiosls, esto es que mientras algunos cromosomas en dJploteno ya 

se encuentran separados, algunos otros están todavía, parcial o totalmente apareados, 

esto fue claro para nosotros por que en algunas células sí se llegó a observar. 

TambIén se observó el mIsmo fenómeno en los Q de tipo 1, en los cuales aumenta \a 

frecuencia en dlploteno (tempíano 0.8 ± 0.11 a tardío 1.57 == 0.05), de la misma forma que 

en los T, esta eVidencia sugiere que el aumento en la frecuencia de Q de tipO 1, es la 

consecuencia de la r:érdlda de algunos tipOS de Q quedando solo el Intermedio de los Q 

de tipO TIC, el y posiblemente en T2JC, aun cuando la frecuencia para estos dos últimos 

haya aumentado de dlploteno temprano (2::!: O 13) a diploteno tardío (267 ± O 13), en el 

primer caso y de Igual forma para el segundo (olploteno temprano 0.18 ± 0.5 a diploteno 

tardio 0.41 " O 11). 

SI lo dicho en el Q T es cierto esperaríamos que este tipo de Q disminuyera ya que en 

dlaclnesis-metafase desaparecen, pero esto no fue así, probablemente por el tratamiento 

que reciben las células en la técnica ya que el aumento observado no es 

estadistlcamente SignificatiVo. Otro tipO de Q del que se podria derivar el Q de tipO I es el 

TIC, el cual como ya se menCionó anteriormente disminuye en diploteno y desaparece en 

metafase. En el paso de diploteno a diacinesis-metafase el Q de tipo I se subdivide en 

dos. ella (65 ± 0.1 7) y e\ \ b (O 68 ± O 13), estos subtlpos pueden darse por que en 

dlaclnesls los cromosomas toman diferentes formas elípticas y lo que estamcs viendo es 

el resultado de eso. 



Las frecuencias observadas para los Q de tipO TI. aumentan de diploteno temprano (1.22 

± 0.11) a ciploteno tardío (1.63 :!: 0.12 ) Y en metafase se subdividen en dos tipos, el TI a 

y el TI b ( Tia 3.8 = 0.29 Y el Tlb 0.6 ± 0.09), Jo cual sugiere que el aumento en este tipo al 

Igual que en los anteriores se debe a la disociación del Q C de los tipOS TIC Y T2IC, ya 

que estos desaparecen en d:acinesls-metafase, esto de alguna manera corrobora lo antes 

mencionado. 

Los Q de tipO e disminuyen su frecuencia en dlploteno tardío (1.03 ± 0.12 ) en 

comparaclón con la observada en d¡p\oteno temprano (2.33 ± 0.10 ) Y desaparece en 

diaclnesls- metafase. La desaparición de ios Q e podría explicarse por el hecho de que 

en la primera división melótica los cromosomas no se separan en cromatldes hermanas y 

para poder orientarse a cada polo es necesario que los Q e se elimInen, de esta forma se 

pueden onentar los microtúbulos y puedan segregar los cromosomas de manera 

adecuada. 

En este trabajo se puede observar que a través de la profase tardía, el número de Q 

tiende a disminuir El caracterizar la dinámica de los Q es el punto de partida para futuros 

estudios de mutagenlcldad, ya que se ha observado que en organismos (levaduras, 

hongos y moscas) que presentan mutaciones en los genes que segregan la 

recomblnaclón genética, se presentan problemas de no disyunción durante la primera 

diVIsión melotlca dando origen a aneuploldlas o problemas de fertilidad. Considerando 

que hay numerosas sustancias asociadas a aneu;Jloidías, es importante conocer SI estas 

se onglnan a partir de alteraciones de apareamiento dUI·ante la meIOSIS. 



Finalmente la frecuencia y tipo de Q pueden sufrir cambios, por la acción de diferentes 

agentes químicos, físicos o biológicos, sólo que no se conoce con exactitud de que 

manera los afectan, estos dal'ios pueden provocar alteraciones en la fertilidad, mal 

formaCiones, retraso mental o hasta la muerte de la descendencia Es por esto que en los 

últimos años se han realIzado esfuerzos para conocer más sobre este tema y sea 

encontrado por ejemplo, que de las diferentes clases de alteraCiones cromosómlcas, las 

aneuploid ías son las más comunes y clínicamente las más imponantes en el hombre, 

estas pueden ser provocadas por un grupo limitado de químicos como la ciclofosfamida y 

el etanol, agentes alqullantes como el acetaldehído y rayos X (Bishop 1996), que 

provocan disociaciones prematuras durante la metafase 1 y en consecuencia 

aneuploldías, que en individuos con problemas de fertilidad puede haber alteraCiones en 

el apareamIento de homólogos, que puede Ir desde apareamientos parciales hasta 

aSlnapsls yen consecuencia la recombiraclón genética se ve afectada y por ende los Q, 

el aumento de la probabilidad de daño en la descendencia con el aumento de la edad etc 

Es por esto que estos resultados son el punto de partida para posteriores Investigaciones, 

que nos permitan conocer el efecto genotóxlco de los distintos agentes y los mecanismos 

de aCCión, para así evitar o disminuir la probabilidad de que la descendenCia presente 

alteraciones genéricas 



VIII CONCLUSIONES. 

De los resultados encontrados en este trabajo se puede concluir que. 

a) Los tipOS y frecuencias de Q son específicos para cada etapa 

b) Que [as frecuencias cambian de dip!oteno temprano a diploteno tardío y tambIén a 

d\ac\nesls-metafase \. 

e) Que desaparecen algunos tipOS de Q para dar paso a otros en diaclneSls~metafase 1. 

d) Los resultados de este trabajo son el punto de partida para posteriores investlgacíones 

que nos permitan conocer, de que manera afectan las diferentes sustanCias a el tipO y 

frecuencia de Q y en que medida puede afectar esto a su descendencia 
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